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Resumo

Neste projeto, buscou-se desenvolver um aparato experimental de uma camara submetida a
baixo vacuo para a irradiacdo de culturas de células com particulas a emitidas por uma fonte radioativa
de *Ra. Tal camara deve acomodar a placa de cultura de células e a fonte radioativa em seu interior,
pois com a aplicacdo de baixo vacuo a montagem, minimiza-se as perdas de energia das particulas o
devido as interacbes com o ar presente no percurso até as células, fazendo com que tenhamos uma
melhor determinacdo da energia de incidéncia destas particulas, o que favorece a determinacdo mais
precisa da dose entregue as células. Porém, a intensidade do véacuo a ser escolhida e o tempo de
irradiacdo devem ser tais que ndo prejudiquem a cultura de células. Assim, para garantir que as células
sofram danos somente devido a radiacdo, foi escolhida uma placa de cultura com vérios clusters que
permite que células de controle ndo sejam irradiadas, mas que sejam submetidas ao mesmo vacuo, pelo
mesmo periodo de tempo, que aquelas células que foram irradiadas.

Foram realizados o planejamento e preparos iniciais do sistema de vacuo, tais como
manutencdo da bomba de vacuo, selecdo da camara que acomoda a montagem experimental,
planejamento, pedido de confeccdo e de compra de pecas relacionadas ao fechamento da camara, além
da montagem da placa e da tampa que séo utilizadas para as irradiagdes dentro da camara escolhida.

Para uma analise sistematica da intensidade de vacuo necessaria para que as particulas o da
fonte radioativa de “*Ra cheguem ao alvo, foram irradiados detectores PADC sob baixo vacuo e em
diferentes tempos. E para uma analise da sobrevivénvia de células, foram realizadas irradiagdes de

celulas sem a presenca de vacuo.



Introdugéo

Idealmente, tratamentos de canceres devem destruir seletivamente as células tumorais sem que
ocorram maiores danos ao tecido sadio. Com esta meta, uma terapia baseada na reagcdo de captura de
néutrons térmicos pelo *°B (um is6topo estavel do boro), a Terapia de Captura de Néutrons pelo Boro
(Boron Neutron Capture Therapy, BNCT), vem sendo pesquisada mundialmente. A BNCT € uma
radioterapia binaria que consiste em injetar boro no tecido e irradid-lo com néutrons térmicos (com
energia menor que 0,5 eV). Quando o “°B captura néutrons térmicos, decai em particula o (1,47 MeV) e
fon de Li (0,84 MeV), ambos com alta transferéncia de energia linear (LET, ~ 190 keV/um e LET,; ~
160 keV/um), e seus alcances combinados sdo da ordem do didmetro de uma célula tipica (~ 12 pum).
Assim, se a concentracéo de °B nas células tumorais é maior que nas células saudéveis, o dano causado
pelo decaimento do boro serd muito maior para o cancer. Pesquisas mostram que a BNCT pode ser
eficiente no tratamento de tumores inoperaveis ou daqueles que ja apresentam metastase (Coderre and
Morris, 1999; Barth et al., 2005; Altieri et al., 2008; Ballarini et al., 2009).

Neste trabalho, comecou a ser desenvolvida uma montagem experimental na qual culturas de
células sdo irradiadas sob vacuo de baixa intensidade, de forma que as particulas incidentes
(escolheremos, aqui, particulas o de uma fonte de *°Ra) néo percam energia durante o percurso até o
alvo. E importante notar que a intensidade do véacuo a ser escolhida deve ser baixa o suficiente para
minimizar as perdas de energia das particulas a por interacbes com o ar presente no caminho até o alvo,
mas ndo pode ser alta a ponto de prejudicar a cultura de células, ja que para garantir a sobrevivéncia
das células, estas sdo mantidas a atmosfera com concentracdo de CO, e temperatura bem definidas.

Para tentar avaliar a resposta das células a irradiacéo, € necessario que as energias das particulas
incidentes sejam bem determinadas, pois assim teremos valores de dose entregue as células bem
determinados. Logo, a montagem de uma camara de baixo vacuo é feita com o propdsito de se ter

controle sobre as energias das particulas incidentes, uma vez que ao interagirem com o ar, perdem



energia e modificam a sua trajetoria, de modo que ao invés de energias bem determinadas, temos uma
distribuicéo de energias incidindo no alvo.

Para um estudo detalhado, é necessario antes de submeter as células a vacuo durante a
irradiacdo, avaliar a intensidade de vacuo necesséria para que as particulas incidentes cheguem ao alvo
(ap6s percorrerem uma distancia pré-determinada entre a fonte radioativa e o alvo) e também a morte
celular devido somente a irradiagdo (sem presenca de vacuo). Assim, paralelamente ao
desenvolvimento da cadmara de vacuo foram realizados experimentos para determinar a intensidade do
vacuo minima para que as particulas o cheguem até o alvo e o tempo de irradiacdo para induzir morte

celular.

Objetivos

Neste projeto, iniciou-se o desenvolvimento de um aparato que consiste de uma camara
submetida a vacuo de baixa intensidade para realizar irradiacdes de culturas de células. Para tanto, foi
utilizada para as irradiacdes uma fonte radioativa de %°Ra, que emite particulas o com energias entre
3,73 e 6,97 MeV.

Os principais objetivos deste projeto sdo garantir que a camara a ser desenvolvida possa
acomodar a montagem experimental de forma que as particulas incidentes cheguem as células com
energia bem determinada e que a intensidade do vacuo utilizado durante as irradiacdes de culturas de
células seja escolhida de forma a minimizar as perdas de energia das particulas incidentes devido as
interacbes com o ar no percurso até o alvo sem alterar de forma prejudicial a atmosfera a qual as
células devem ser mantidas para que sobrevivam.

Assim, este trabalho consiste de trés etapas principais: analise da intensidade de vacuo minima
necessaria para que as particulas a percorram uma distancia pré-determinada entre a fonte radioativa e

o alvo, anélise da morte celular devido somente a irradiagdo com particulas a e o desenvolvimento da



camara de vacuo que acomoda a montagem experimental durante as irradiacdes de culturas de células.

Resultados e analise de dados

— Desenvolvimento da camara de baixo vacuo

A bomba de vacuo escolhida é uma bomba pequena que fornece um vacuo de baixa intensidade
(com range nominal de 10° a 1 hPa) da fabricante Alcatel Vacuum acoplada a um motor de 2850 rpm
da Elnor Motors N.V. (Figura 1). O valor do vécuo fornecido pela bomba ainda néo foi medido, ja que
depende do término da construcdo da cadmara, porém, o equipamento que sera utilizado para tal
finalidade ja foi escolhido. Porém, um passo importante para a realizacdo do experimento € o bom
funcionamento da bomba, e para tanto, os responsaveis pela Oficina de Vacuo (IFGW/Unicamp)
testaram-na (Ordem de Servigo n°® 3211).

A camara escolhida é um crossing (emprestado pelo Laboratério de Léptons, IFGW/Unicamp)
usado em sistemas de vacuo (Figura 1) que ndo possuia flanges e para tanto, foi necessario planeja-las e
solicitar a confeccdo. S8o necessarias quatro flanges cegas (sem aberturas) e duas flanges com
aberturas, sendo que a uma destas seria acoplado o flexivel ligado a uma valvula de abertura de vacuo
(ligada a bomba de vacuo) e a outra € acoplada um mandmetro. Ao todo, sdo nove pegas: seis flanges
de aco inox e trés pecas para acoplar o flexivel (confec¢do em ago inox), o0 manémetro (confec¢do em

aco inox) e a valvula (confeccdo em latdo).



Figura 1: Bomba de baixo vacuo (a esquerda) e crossing que serd utilizado como a cdmara de vacuo (a direita).

A solicitacdo de confeccdo destas pecas ja foi encaminhada a Oficina Mecanica
(IFGW/Unicamp), sob os cuidados do Sr. André Luis Pissolatti (Ordem de Servigo n° 3221) e o prazo
para confeccdo era de 20 dias (a contar a partir de 01 de outubro de 2012), porém este prazo ndo foi
cumprido e, portanto o desenvolvimento da camara nao foi finalizado. Somente 0s conectores (dois em
aco inox, para serem soldados a uma flange, e um em latdo, para ser soldado ao flexivel) foram
confeccionados e entregues e a solda entre o conector de latdo e o flexivel ja foi realizada (Ordem de

Servigo n° 3364).

— Aparato para irradiar células: adaptacdo da placa de cultura e da tampa para suporte da fonte

radioativa

As células sdo crescidas em uma placa de cultura que contém 96 clusters, de poliestireno, com
fundo plano, da Corning Incorporated®, com dimensfes de 12,5 cm x 8,5 cm x 2,0 cm (modelo
Costar® 3599). Para que a irradiacdo seja feita somente em alguns dos clusters da placa de cultura, a

tampa da placa é utilizada como suporte para a fonte radioativa de °Ra e para que seja possivel



encaixar a fonte na tampa, esta foi cortada a laser no Laboratorio de Automacéo e Prototipagem para
Arquitetura e Construcdo (LAPAC) da FEC/Unicamp.

Para avaliar o vacuo com relacéo as energias das particulas o incidentes, podemos usar a cdmara
somente para irradiar detectores plasticos PADC e, portanto, € necessario que os detectores sejam
cortados de forma que possam ser colocados dentro de cada cluster da placa de cultura. Assim, cada
detector PADC (com dimensdes de 3 cm x 3 cm) foi cortado a laser, também no LAPAC, em 16
circunferéncias de tamanhos iguais (com 6 mm de didmetro cada uma).

Por fim, com base nas informagdes de perda de energia no ar das particulas o emitidas pela
fonte de *°Ra, percebe-se que ndo ha necessidade de se colocar uma placa mével dentro da cAmara de
vacuo, pois somente com a abertura da valvula, que permite a entrada de ar na camara, ja teremos o
interrompimento da irradiacdo. Assim, usaremos um arranjo para irradiacdo (Figura 2) no qual
poderemos variar a distancia entre a tampa (com a fonte de #°Ra) e a placa de cultura usando parafusos

€ porcas.

Figura 2: Arranjo experimental para irradiacdo dentro da cAmara de vacuo com a placa de 96 clusters. A fonte

radioativa de “*Ra é encaixada nos buracos da tampa.



— Escolha da intensidade de vacuo a ser utilizada

Para o sistema de irradiacdo de células sob vacuo, podemos usar uma camara na qual a fonte
radioativa é posicionada a uma distancia de aproximadamente 7 cm das células, pois assim as particulas
o da fonte de *°Ra perdem toda sua energia nesse percurso e néo atingem as células até que o vacuo
seja feito dentro da camara (esta distancia foi escolhida com base em dados obtidos a partir de
simulag0es realizadas no SRIM 2012 para particulas o percorrendo ar). Este € um mecanismo de inicio
e término do intervalo de tempo de irradiagdo que ndo depende de estruturas fisicas, tais como placas,
blogueando a passagem das particulas o, tornando o desenvolvimento da cAmara mais simples.

Assim, é necessério irradiar detectores PADC com diferentes valores de intensidade de vacuo
para que seja possivel determinar qual o vadcuo minimo em que € possivel observar tracos nos
detectores posicionados a 7 cm da fonte de #?°Ra. Os experimentos foram realizados no Laboratério de
Vécuo do IFGW/Unicamp, utilizando o equipamento da Figura 2 (detalhes nas Figuras 3 e 4).

Para os primeiros testes, buscou-se irradiar os detectores a diferentes intensidades de vacuo (das
ordens de 1 a 100 mbar) e a intervalos de tempo diferentes, para que fosse possivel avaliar qual o
menor vacuo para o qual € possivel observar tracos nos detectores. Os poc¢os de irradiacdo sdo
determinados de acordo com o0s cortes feitos na tampa da placa de cultura (para acomodar a fonte
radioativa). Os tempos de irradiacdo, para as primeiras irradiacdes, foram marcados apds se atingir o
valor de vacuo desejado, mas observou-se que a bomba de baixo vacuo demora cerca de 1 minuto para
atingir vacuos das ordens escolhidas, entdo se tornou necessario também marcar o tempo para que o
vacuo seja atingido. Os parametros das irradiagcdes encontram-se na Tabela 1.

A observagdo dos tracos nos detectores PADC é feita em microscopio optico (Axioplan Imaging
2) em magnificacdo de 1000x apos tratamento quimico dos detectores com solucdo de 6,25 M de

NaOH a 70,0°C por 90 minutos.



Figura 2: Equipamento do Laboratério de Vacuo do IFGW/Unicamp utilizado para os testes referentes a analise de
intensidade de vacuo necesséria para que as particulas o provenientes da fonte radioativa de “°Ra cheguem até os

detectores PADC (posicionados a 7 cm da fonte).



Figura 3: Detalhe da cAmara de vacuo utilizada para os testes referentes a analise de intensidade de vacuo.

Figura 4: Detalhe da montagem da placa de cultura de células com a tampa dando suporte a fonte radioativa.



poco de  intensidade do tempo para tempo de
irradiacdo = vacuo (mbar)  atingir vacuo (s) irradiacao (s)

F2 5,610 - 25"
C5 5,410 - 15"

F5 6,210 - 15"
C8 6,010 - 10"

F8 4,810 - 12"
C11 6,010 - 7"
F11 5,010° - 7"

C2 6,410 - 20"
C5 3,810* 1'08" 17"
c8 4,910" 1'11" 11"
cl1 5,610 1'12" 6"

F2 4,810° 112" 18"

F5 5,310" 1'52" 14"

F8 6,2'10° 1'51" 10"
F11 5,510° 1'52" 13"

Tabela 1: Parametros das irradiacées de detectores PADC com fonte de “°Ra (a 7 cm de distancia), submetidos a

diferentes intensidades de vacuo, por diferentes tempos.

Os detectores irradiados conforme os dados apresentados na Tabela 1 apresentam tracos apenas
para vacuo de intensidade superior a 5,6.10® mbar e assim, este valor foi escolhido para se realizar um
estudo mais sistematico, de forma a controlar melhor o tempo de irradiacdo, apds se atingir intensidade
de vacuo desejada, além de também ter maior controle sobre a quantidade de particulas a que atingem
o0 detector durante o tempo em que o vacuo ainda ndo foi atingido. A intensidade de vacuo escolhida foi
de aproximadamente 2,0.10* mbar e o tempo inicial usado para a irradiacdo foi escolhido como o
tempo no qual era atingido o vacuo de 5,0.10' mbar, ou seja, ap6s fechar a camara e iniciar o
bombeamento para formacdo de vécuo, o crondmetro sO seria iniciado, para marcar o tempo de

irradiacdo, ao se atingir 5,0.10* mbar. Os dados destas irradiacdes se encontram na Tabela 2.



poco de intensidade do tempo de densidade superficial
irradiacdo vacuo (mbar) irradiacdo (s) | de tragos (10° cm?)

F11 5,010 0 0,64 £ 0,25

C2 2,010 30 0,89 0,30

F2 1,710" 45 0,98 £0,31

C5 1,810 60 1,17 +0,34

F5 1,510" 75 1,21 +0,35

C8 1,810" 90 1,46 + 0,38

F8 1,810 105 1,52 +0,39
Ccl1 1,510" 120 1,69 +0,41

Tabela 2: Dados das irradiacdes de detectores PADC com fonte de “°Ra (a 7 cm de distancia), submetidos a
intensidade de vacuo média de 1,7.10* mbar, por diferentes tempos. O tempo inicial da irradiacéo foi considerado

como o tempo no qual o vacuo atinge 5,0.10t mbar.

Os detectores foram tratados quimicamente com solugdo de 6,25 M de NaOH a 70,0°C por 90
minutos e a contagem de tracos foi feita em magnificacdo de 1000x em microscopio 6ptico (Axioplan
Imaging 2). A partir dos valores de densidade superficial de tragos, obtém-se o grafico mostrado na
Figura 5, que apresenta comportamento linear. A partir de seu ajuste, obtém-se coeficiente angular igual
a (8,7 + 3,0).102 cm2s e coeficiente linear igual a (6,2 + 2,0).10% cm, logo, podemos escrever a
densidade superficial de tracos observados no detector () em funcdo do tempo de irradiacédo (t) como:

o(t) =kt + g (Equacdo 1)
comk = (8,7 £ 3,0).102cm2st e o, = (6,2 + 2,0).10° cm2

E importante notar que as particulas o comegam a ser detectadas antes do tempo inicial
escolhido, ja que assim que o vacuo comeca a ser feito dentro da camara, a densidade do ar vai
diminuindo e as perdas de energia dessas particulas vao se tornando menores, até que em certo tempo,
conseguem chegar ao detector. Assim, a partir da Equacdo 1, podemos encontrar o tempo (antes do
nosso zero escolhido) que corresponde ao intervalo de tempo em que as particulas o ja comecaram a

chegar no detector, isto é, 72 segundos antes do nosso zero escolhido as particulas a ja comegaram a ser



detectadas.
Portanto, o sistema foi calibrado e embora isto tenha sido feito em uma cdmara de vécuo
diferente da que sera utilizada no futuro, o mesmo método podera ser empregado quando a camara

projetada for concluida.
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Figura 5: Grafico de densidade superficial de tracos (em detectores PADC) em func¢éo do tempo de irradiacdo com

fonte de ?°Ra (para intensidade média de vacuo igual a 1,7.10* mbar). O tempo inicial é dado para intensidade de

vacuo de 5,0.10t mbar.

— lrradiacdo de células sem presenca de vacuo

As células utilizadas neste trabalho foram a Hek293T (células epiteliais aderentes) que sdo

cultivadas em meio de cultura (liquido no qual as células sdo crescidas) Dulbecco's Modified Eagle's



Medium (DMEM), que contém aminodcidos, sais, glucose e vitaminas, diluido em soro fetal bovino e
solucdo de bicarbonato de sddio, e o volume padrdo utilizado para a cultura de células em uma placa de
cultura de 96 clusters € de 200 ul por cluster. Para este trabalho, usou-se para o plaqueamento das
celulas, a quantidade de 5.10% celulas por pogo, que se multiplicam (com ciclo celular de
aproximadamente 19 horas) até o dia escolhido para a irradiacdo. Escolhemos irradiar as células depois
de um ou dois dias do plagueamento, para que ndo houvesse grande quantidade de células em cada
pogo, o que levaria a morte celular devido a falta de espago para multiplicagdo. Todas as células foram
cultivadas e irradiadas no LNBio/CNPEM, com a ajuda da doutoranda Fernanda Luisa Basei.

Como as primeiras irradiacdes sao feitas sem a presenca de vacuo, para avaliar a morte celular
devido somente a irradiacdo com particulas a, € necessario que a fonte radioativa esteja 0 mais préximo
possivel das células, para minimizar a quantidade de ar que sera percorrido pelas particulas a e,
consequentemente, minimizar as perdas de energias. Além disso, apds analise experimental da
influéncia do meio de cultura na irradiacdo, que foi feita irradiando-se detectores PADC com meio de
cultura em sua superficie (Figura 6), decidiu-se retirar a maior quantidade possivel deste meio (apds a
cultura de células ter crescido e pouco antes da irradiacdo) de cada cluster a ser irradiado, para que o
meio de cultura ndo levasse & perda de energia das particulas o provenientes da fonte de *°Ra. Apés a
irradiacdo, o meio de cultura é colocado novamente nas células, para que estas ndo morram por falta de
nutrientes.

Assim, as irradiacdes foram realizadas de acordo com a Figura 7, na qual é possivel observar
que a placa de cultura, durante as irradiagdes, foi colocada sobre uma chapa metalica a temperatura de
37°C, para que as celulas ndo sofressem mais do que a retirada do meio de cultura (para a boa
sobrevivéncia das celulas, elas sdo mantidas com meio de cultura em uma estufa a 37°C, com

concentragdo especifica de CO,).



Figura 6: Placa de cultura com DMEM em alguns de seus clusters (os detectores PADC ficam cobertos pelo meio de
cultura). Foram utilizados diferentes volumes de solucdo para avaliar a perda de energia das particulas o provenientes

da fonte de *Ra neste meio.

Figura 7: Irradiagdo de células com particulas o sem presenga de vacuo. Para minimizar as perdas de energia das
particulas incidentes, a fonte é posicionada encostada a placa de cultura e os pogos que séo irradiados tém o meio de
cultura retirado pouco antes da irradiacdo. A placa é mantida sobre chapa metélica a 37°C para minimizar outros

efeitos devido a ndo permanéncia das células em estufa apropriada.



Para a primeira irradiacdo das células, desejdvamos ver a morte celular para termos um controle
negativo do experimento. O controle negativo (assim como o controle positivo, no qual ndo ha morte
celular) é necessario como uma referéncia para a curva de dose vs resposta, ou seja, assim podemos
estabelecer qual a dose necessario para se induzir morte celular.

O tempo de irradiacdo foi escolhido com base nas densidades superficial de células em cada
poco e na densidade superficial de tracos observados no detector PADC irradiado na mesma
configuracdo por um intervalo de tempo determinado, da qual é possivel obter o fluxo de particulas a
emitidas pela fonte de ?*°Ra usada (¢, ~ 3,84.10° cm2s?). Assim, para uma quantidade de
aproximadamente 10° células por poco (estimada para o dia da irradiacdo), escolheram-se tempos de
irradiacdo de 5's, 34 s, 68 s e 128 s. E importante ressaltar que todos os experimentos devem ser feitos
em no minimo duplicata ou triplicata, para garantir que o possivel efeito observado ndo € causado por
variacgao estatistica.

Para analisar a quantidade de células vivas presentes em cada poco, é feito um teste
colorimétrico usando um composto diluido em meio de cultura, 0 MTS (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-
(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium), que é metabolizado pelas células, para
que entdo a absorbancia seja medida e relacionada ao nimero de células vivas. Este teste tem valores
bem estabelecidos para o numero de células por po¢o em fungdo da absorbancia medida depois de 1
hora de colocado 0 MTS. Para o primeiro experimento, feito em triplicata, colocou-se MTS logo apds a
irradiacdo das células e apds 1 hora foi feita a medida de absorbancia, que mostrou que tanto 0s pocos
que foram irradiados quanto 0s pocos que ndo foram irradiados possuiam em média a mesma
quantidade de células vivas.

Assim, para o planejamento do segundo experimento, levou-se em consideracao que apesar de
se ter feito irradiacbes por um intervalo de tempo que resultaria em uma fluéncia de particulas o que
corresponderia a densidade superficial de células, deveriamos levar em conta a probabilidade de

interacdo dessas particulas com as células.



Para tanto, supde-se que 0s eventos obedecem a probabilidade de Poisson e entdo podemos
considerar que a probabilidade de ocorrer n ou mais eventos de interacdo de particulas, a dada fluéncia,
em uma area é dada por:

. _ _14¢!
P(n ou mais eventos) = 1 — e 4¢ Z{;&i—(’:

(Equagéo 2)
onde A ¢ a area de interesse € ¢ € a fluéncia (fluxo integrado no tempo) de particulas incidentes.

Assim, para a célula utilizada (Hek293T), que possui diametro médio de 13 um, escolheram-se
intervalos de tempos de irradiacdo para os quais as probabilidades de interacdo eram superiores a 90%,
ou seja, tempos da ordem de 30 minutos. Logo, no segundo experimento, feito em duplicata, irradiou-
se poc¢os por 10 e 30 minutos. Além disso, com base em leituras de artigos (Chauhan et al., 2011,
2012), a andlise de MTS ndo foi feita logo apés as irradiacdes; escolheu-se esperar um dia para realiza-
la, porém, mesmo aumentando o tempo de irradiacdo e esperando um dia para que os efeitos
aparecessem, a andlise da absorbancia resultou em numero de células vivas iguais para 0S pogos
irradiados e os ndo irradiados.

Portanto, para o planejamento do terceiro experimento, foi levantada a hipotese de que 1 evento
por célula ndo é suficiente para induzir morte celular, ja que para que isto ocorra, € importante que
ocorra dano ao DNA de forma irreversivel. Logo, decidiu-se calcular tempos de irradiacdo para 0s
quais as probabilidades de ocorrerem 4 ou mais eventos de interacdo das particulas a com o nucleo
(volume de aproximadamente 10% do volume celular total) fossem superiores a 90%. Além disso,
também foi planejada a irradiacdo de outro tipo de célula além da Hek293T, para avaliar a resisténcia
desta célula a radiacdo. Portanto, foram feitas, em duplicata, irradiacbes (em cada poco de interesse)
por 90 minutos, de células Hek293T e células NIH-3T3, e a andlise de MTS sera realizada somente
apos 96 horas da irradiagdo (Chauhan et al., 2011, 2012).

Os experimentos com irradiacdes de células ainda ndo foram concluidos (a ultima irradiacéo foi

realizada em 10 de novembro de 2012, as 22:00), pois este € um trabalho extenso que demanda de



grandes intervalos de tempo entre repicar as células, plaquea-las, irradia-las e analisar com MTS a
sobrevivéncia e com os primeiros testes ndo foi possivel observar morte celular devido a irradiacdo
com particulas a (controle negativo). Por se tratar de experimentos na area de Biologia, muitos fatores,
tais como contaminagdo do meio de cultura, contaminagdo das células, morte celular devido a stress
por falta de meio (quando ocorrem irradiacGes por tempos muito longos), sdo importantes e podem

atrapalhar o bom andamento do projeto.

Conclusoes

O projeto consistia em trés partes principais: a analise da intensidade de vacuo minima
necessaria para que as particulas a percorram uma distancia pré-determinada entre a fonte radioativa e
0 alvo, a andlise da morte celular devido somente a irradiagdo com particulas a e o desenvolvimento da
camara de vacuo que acomoda a montagem experimental durante as irradiacdes de culturas de células.

Houve problemas com relacdo a entrega das pecas cujas confec¢des foram solicitadas para a
Oficina Mecanica do IFGW/Unicamp e assim, o término do desenvolvimento da cAmara a vacuo foi
comprometido. Porém, a anélise do vacuo minimo necessario para que particulas o provenientes de
uma fonte de ?*°Ra cheguem ao alvo, distantes 7 cm, foi realizada com o uso de equipamentos
disponiveis no Laboratério de Vacuo do IFGW/Unicamp e concluiu-se que é preciso vacuo de
intensidade da ordem de 10 mbar.

O método de calibragdo do sistema de vacuo para irradiacbes com estas particulas o
provenientes da fonte de “Ra também foi feito (com o uso do mesmo equipamento) e pode ser
repetido para a camara em desenvolvimento tdo logo esta esteja pronta. Foi possivel observar o
comportamento linear da densidade de tragos observados em detectores PADC irradiados com a fonte
de ?°Ra sob vacuo de intensidade pré-estabelecida (valor médio de 1,7.10* mbar) em funcéo do tempo

de irradiacdo e com isso também pudemos calcular o tempo para o qual as particulas a ja conseguem



chegar ao detector (distante 7 cm da fonte radioativa), que é de 72 segundos antes de nosso tempo
inicial escolhido (que corresponde ao tempo no qual o vacuo dentro da camara era de 5,0.10" mbar).
Com relacdo aos experimentos de irradiagbes de células, as dificuldades de se lidar com
sistemas biol6gicos e a necessidade de se fazer os experimentos em duplicata, no minimo, fez com que
0 tempo investido fosse muito longo, ndo permitindo ainda que fosse obtido o controle negativo do
experimento, o qual corresponde a morte celular e é necessario como referéncia para o levantamento da
curva de dose vs resposta. Porém, o0s experimentos continuam sendo realizados e o aprendizado
envolvendo o cultivo, plagueamento e manutencdo de células e de analise de sobrevivéncia celular
usando MTS, tanto quanto o aprendizado de mecanismos de biologia celular, bioquimica e

radiobiologia, estdo sendo imensos e serdo usados para a continuagéo deste trabalho.
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